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ABSTRAKT 
Práca sa zaoberá fyzikálnou charakteristikou humínových látok, najmä draselných a 
amónnych solí rôzne regenerovaných humínových kyselín, pripravených z juhomoravského 
lignitu. Regenerácia lignitu spočívala v oxidácii pôvodného lignitu kyselinou dusičnou a 
peroxidom vodíka. Získané humínové kyseliny boli najskôr analyzované za pomoci 
elementárnej analýzy, ktorá ukázala, že regenerácia má vplyv na distribúciu prvkov 
v humínovej kyseline. Zriedené vodné roztoky týchto humátov boli skúmané s pomocou 
hustomeru a ultrazvukovej spektroskopie. Zo získaných dát bola vyhodnotená kompresibilita 
a hydratácia jednotlivých humátov a boli diskutované vzťahy medzi získanými hodnotami a 
spôsobom prípravy humínových vzoriek. 
 
 
ABSTRACT 
The work deals with the physical characterization of humic substances, namely potassium and 
ammonium salts of regenerated humic acids extracted from South-Moravian lignite. The 
regeneration of lignite was based on the oxidation of lignite by means of nitric acid and 
hydrogen peroxide. Obtained samples of humic acids were analyzed by elemental analysis, 
which confirmed that the regeneration changed the distribution of elements in respective 
humic acids. Diluted aqueous solutions of humates were further analyzed by densitometer and 
high resolution ultrasonic spectroscopy. Obtained data were used for the determination of the 
compressibility and hydration. The relationship between those two parameters and way of 
humic acids preparation was discussed. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KĽÚČOVÉ SLOVÁ 
Lignit, regenerované humínové kyseliny, hustota, medzimolekulové interakcie, ultrazvuková 
spektrometria s vysokým rozlíšením. 
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ultrasonic spectroscopy. 
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1 ÚVOD 
Uhlík je jedným z najrozšírenejších stavebných prvkov živej hmoty na Zemi. Je najhlavnejšou 
zložkou pri fotosyntéze zelených rastlín, siníc a rias, pri ktorých sa z CO2 a H2O vytvára 
zložitejšia organická látka, glukóza, ktorá vstupuje do potravinových reťazcov 
nefotosyntetických organizmov. Uhlík týmto spôsobom vstupuje do metabolizmu a opúšťa ho 
procesom opačným – respiráciou, dýchaním. Suchozemské rastliny využívajú atmosférický 
CO2, naopak vodné rastliny čerpajú karbonáty rozpustené vo vode.  
Štandardná koncentrácia CO2 v atmosfére sa pohybuje od 0,03 po 0,04%, čo odpovedá 
absolútnemu množstvu približne 700 miliárd ton, čo je zrovnateľné s množstvom CO2 v 
povrchovej vrstve oceánov, kde sa nachádza približne 600 miliárd ton. Tieto hodnoty sú však 
zanedbateľné oproti množstvu uhlíku v morských hlbinách, kde je približné 36 tisíc miliárd 
ton uhlíku. Presuny uhlíku medzi atmosférou a oceánom prebiehajú  v uzavretom cykle 
prostredníctvom zrážok a difúziou cez hladinu spätnou reakciou v smere koncentračného 
spádu. Regulátorom obsahu CO2 v oceánoch je tzv. pumpa CO2, ktorá je založená na využití 
tejto látky pri výstavbe kalcitových schránok morských rias, ktoré sa následne môžu ukladať 
na morskom dne v podobe vápencových usadenín. Z mŕtvych schránok morských živočíchov 
sa uvoľňuje uhlík zvetrávaním a karbonáciou. Časť organického uhlíku sa hromadí vo forme 
humusu a ďalších usadenín ako sú rašelina, uhlie a ropa. Z týchto sedimentov sa uhlík 
postupne uvoľňuje buď do atmosféry prirodzenou cestou, poprípade ich spaľovaním ako 
fosílnych palív (obr. 1).  
 
 
Obr. 1: Cyklus uhlíka [1]. 
 
Výskum humínových látok pochádzajúcich z rôznych zdrojov sa už dlhé roky ukazuje ako 
perspektívny, vďaka pozitívnym vlastnostiam, ktorými humínové látky disponujú. Ich 
komplexná štruktúra a distribúcia funkčných skupín z nich robia univerzálny materiál 
použiteľný v mnohých odvetviach ľudskej činnosti ako je poľnohospodárstvo, ekológia, 
priemysel aj farmakológia. Je jasné, že vďaka pôvodu sú tieto materiály potenciálne 
biokompatibilné a biodegradovateľné. Ich komplexnosť má aj druhú stranu, ktorou je 
predovšetkým problém spojený s charakteristikou a analýzou ich primárnej aj 
nadmolekulárnej štruktúry. Kombinácia rôznych techník a prístupov sa vo výskume týchto 
látok javí ako jeden z najdôležitejších faktorov vedúcich k navýšeniu znalostí týkajúcich sa 
týchto unikátnych látok. 
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Cieľom tejto práce bolo pripraviť humínové kyseliny z pôvodného a regenerovaného 
juhomoravského lignitu a charakterizovať roztoky solí týchto kyselín pomocou ultrazvukovej 
spektroskopie a densitometrie. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Humínové látky 
Termín „humus“ pochádza už zo starovekého Ríma. Slovo pochádza z latinčiny, kde sa 
používal na označenie zeminy. Pôvod je podľa všetkého zo slova „humi“, ktoré znamená 
základ. Neskôr sa tento termín začal používať na pomenovanie organických častí pôdy 
a kompostu a to znamená rozloženú organickú hmotu. Tento termín bol prvýkrát definovaný  
v roku 1761, v slovníku sa s definíciou vyskytol o čosi neskôr [2]. 
 
Prvú významnú štúdiu o pôvode a chemickej povahe humínových látok vypracoval Sprengel 
[3]. Sprenglov výskum humínových látok bol rozvitý švédskym vedcom Berzeliom, ktorý 
izoloval svetložlté humínové látky z minerálnej vody a blata bohatého na oxidy železa [4]. Po 
výskume trvajúcom viac ako dve storočia je známe, že humínové látky majú množstvo 
funkcií v pôde a životnom prostredí všeobecne, okrem toho aj množstvo komerčne 
využiteľných vlastností, pozitívnych vplyvov a potenciálne využiteľných vlastností. Aj 
napriek dlhodobému výskumu je základná chemická povaha a reaktivita humínových kyselín 
stále málo známa [5].  
 
Veľké pokroky nastali vo výskume v posledných desaťročiach a to vďaka zdokonaľovaniu 
fyzikálno - chemických analytických metód, aj keď v porovnaní s výskumom a poznatkami  
o biochemických procesoch v živých organizmoch a látkam im vlastným, nie je napredovanie 
až tak veľké [6].   
 
2.1.1 Definície a rozdelenie 
Humínové látky sú prírodné organické zlúčeniny. Vznikajú rozkladom mŕtvych tiel rastlín a 
živočíchov a pravdepodobne tiež syntetickou činnosťou mikroorganizmov. Prirodzene sa 
vyskytujú hlavne v sedimentoch, pôdach, rašeline, hnedom uhlí a lignite. Bývajú tiež často 
označované ako humus. Do hydro- a litosféry sú distribuované vďaka povrchovým prúdom a 
podzemnej vode [7]. 
 
Humínové látky predstavujú heterogénnu zmes zlúčenín s veľmi rozmanitou a dynamickou 
chemickou štruktúrou, ktorá je stabilizovaná hydrofóbnymi interakciami, vodíkovými 
mostíkmi a prípadne interakciami s kovovými iónmi a minerálnymi inklúziami. Všeobecne by 
sa dali charakterizovať ako tmavosfarbené, heterogénne organické produkty mikrobiálneho 
metabolizmu [2]. 
 
Každý ekosystém obsahuje rôzne rastliny, klímu a topografiu. Tieto činitele okrem mnohých 
iných vedú k vysokému stupňu chemickej a morfologickej zložitosti, čo značne sťažuje ich 
presnú charakteristiku. Obsahujú mnoho aromatických jadier a heteroatómové funkčné 
skupiny ako sú fenoly a alkoholy, aldehydy a ketoskupiny, karboxylové kyseliny, amino- a 
nitro- skupiny, sírne zlúčeniny ako merkaptany, sulfáty a sulfonáty [2]. 
 9 
 
Obr. 2: Možné schéma delenia pôdnych organických zložiek podľa ref. [8]. 
 
Existuje niekoľko používaných rozdelení humínových látok (obr. 2). Tradične sa humínové 
látky delia podľa rozpustnosti do troch základných skupín: humíny, humínové kyseliny a 
fulvínové kyseliny.  
 
Humíny sú tá časť humínových látok, ktorá je nerozpustná pri všetkých hodnotách pH, 
humínové kyseliny sú rozpustné v alkalických roztokoch a nerozpustné v kyselinách, 
fulvínové kyseliny sú rozpustné pri všetkých hodnotách pH. Ako ďalšia podskupina bývajú 
uvádzané humatomelanové kyseliny (deriváty humínových kyselín), ktoré sú rozpustné  
v alkohole a acetylbromide. Napriek tomu, že sú humínové a fulvínové kyseliny v mnohých 
štruktúrnych vlastnostiach podobné (funkčné skupiny, množstvo uhlíkov), u fulvínových 
kyselín sa molekulová hmotnosť uvádza 500-2000 Da, zatiaľ čo pre humínové kyseliny sa 
molekulová hmotnosť uvádza medzi 2,0 až 1300 kDa (tieto hodnoty sú diskutované v ďalších 
oddieloch). Fulvínové kyseliny obsahujú väčšie množstvo naviazaných funkčných skupín a 
majú vyššiu kyslosť než humínové kyseliny [2]. 
 
Elementárne zloženie sa pohybuje v závislosti na zdroji humínových látok. Obsah 
organického uhlíka viazaného v humínových kyselinách je uvádzané v rozmedzí 37 – 66% 
(hmotnostných) , vo fulvínových kyselinách sa pohybuje od 35% do 75% a v humínoch je to 
48 – 62%. Množstvo vodíka viazaného v štruktúre humínových kyselinách je 2 – 11%, vo 
fulvínových kyselinách je 0,5 – 10,5 % a v humínoch 4 – 7,5 %. Ďalším najzastúpenejším 
   Pôda 
 Anorganická časť Živé organizmy    Organická časť 
       Humus Frakcie s anatomickými rysmi 
 Materiál v procese humifikácie   Humínové látky Nehydrolyzujúca časť (humín) 
Humínové kyseliny   Humatomelanové kyseliny 
      Fulvinové kyseliny 
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prvkom viazanom v molekulách je kyslík, ktorého humínové kyseliny obsahujú 8 – 57 %, 
fulvínové kyseliny 17 – 56 % a v humínoch je rozptyl najmenší, kde  sa pohybuje od 29 % do 
46 %. Významný podiel majú aj stopové množstvá dusíku a síry, ktorých obsah v štruktúrach 
je maximálne 10 % [9]. 
 
2.1.2 Fyzikálne - chemické a koloidné vlastnosti HL  
Presná chemická štruktúra bola dlhú dobu otázna a názory sa značne vyvíjali od 
polymérového modelu, cez micelárne štruktúry až po dnešný model supramolekuly. 
Prvotné teórie zosumarizovala a ilustrovala vo svojej knihe ruská vedkyňa Kononova [10]. 
Predstavila koncept humínových látok ako systém polymérov, založený na pozorovaní  
základných kompozícií, optických vlastností, zmien acidity a elektroforéznych vlastností. 
Molekulová hmotnostná charakteristika bola tiež daná do súvislosti s triedami humusu. 
 
V práci Flaiga a Beutelspachera, ktorí použili na určenie molekulovej hmotnosti 
ultracentrifugačný profil, boli stanovené hodnoty molekulovej hmotnosti pre humínové 
kyseliny 30-50 kDa a okolo 10 kDa pre fulvínové kyseliny [11]. Názor, že humínové látky sú 
polyméry v sebe zahrňuje aj koncept polydisperzity, v ktorom sú humínové látky zložené  
z polymérov rôznych molekulových hmotností, podobne ako je to u iných biomakromolekúl 
ako sú proteíny, polysacharidy a lignín [12]. Tieto názory boli mnohokrát vyslovené a 
obhajované, nikdy však neboli jednoznačne dokázané [13]. 
 
Ďaľšia teória, ktorá naviazala na polymérny koncept, vychádzala z pozorovania, že humínové 
kyseliny sú tvorené amfifilnými molekulami, ktoré sa vo vodnom roztoku formujú do podoby 
pseudomicelných agregátov, podobných micelám povrchovo-aktívnych látok, t.j. tenzidov 
(obr. 3). Mechanizmus vzniku týchto zhlukov nebol úplne objasnený. Základnú predstavu 
formulovali v roku 1978 W. Rochus a S. Sipos [15]. Po častiach bola dopĺňaná a inovovaná 
R. L. Wershawom v množstve publikácií, v ktorých sa zaoberal aj podobou týchto micel. 
Základom je predstava, že amfifily pozostávajú z predĺženej hydrofóbnej časti a na jej konci 
sa nachádza jedna alebo viac aniónových skupín, tak ako u mnohých syntetických povrchovo 
aktívnych látok, ktoré dokážu formovať micelárne zhluky, ako je patrné na obrázku 4. 
[16][17][18]. To, či sa humínové pseudomicely dokážu formovať do intramolekulárnych 
smyčiek a intermolekulárnych asociácií, závisí na rôznych faktoch, ako sú molekulová 
hmotnosť, štruktúra a otáznou je aj polydisperzita humínovych kyselín [16]. Interakcie medzi 
rozpustenými humínovými kyselinami vo vodných roztokoch a neiónovými, najčastejšie 
nepolárnymi, organickými zložkami poukazujú na možný detergentný charakter humínových 
kyselín. 
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Obr. 3: Navrhovaný typ štruktúry humínovej kyseliny [14]. 
 
 
 
Obr. 4: Predpokladaná štruktúra humínových micel [16]. 
 
 12 
Ďalšia teória, ktorá je v protiklade k polymérnemu usporiadaniu je teória  
o supramolekulovom spojení rôznych, relatívne malých a heterogénnych molekúl. Podľa tejto 
teórie sú humínové látky relatívne malé molekuly (do 2000 Da) spojené nekovalentnými 
väzbami. Silami stabilizujúcimi fyzikálnu štruktúru sú hlavne predovšetkým hydrofóbne 
disperzné sily akými sú van der Walssovy sily, π – π a π –CH interakcie pri neutrálnom pH a 
prevažne vodíkové mostíky pri nižšom pH (v kyslejšom prostredí). Supramolekulové 
zoskupenia sa formujú ako výsledok hydrofóbneho efektu. Hydrofóbne a hydrofilné časti 
humínových molekúl sa zhlukujú k sebe, vďaka hydratácii vodou a vytvárajú pomerne 
rozľahlé a komplikované molekulové asociácie. V supramolekulovej organizácii humínových 
látok intermolekulárne interakcie ovplyvňujú ich štruktúru a komplexnosť nekovalentných 
interakcií, ktorá následne koriguje ich enviromentálnu reaktivitu [19][20]. Model samo sa 
zoskupujúcich supramolekulových asociácií humínových látok súvisí so vzájomnou afinitou 
centrálnych molekúl vo vodných roztokoch a sila asociácií závisí na molekulovej štruktúre, 
ktorá je podmienená intermolekulárnymi silami, ktorými na seba vzájomne pôsobia. Obzvlášť 
pevné zoskupenia sú formované nepolárnymi zložkami cez hydrofóbny efekt [21][22]. Táto 
teória si získava v poslednom desaťročí veľkú popularitu a bola podporená využitím rôznych 
analytických techník ako sú vysokorozlišovacia plynová chromatografia s hmotnostnou 
spektroskopiou Chyba! Nenalezen zdroj odkazů., Diffusion Ordered spektroskopia 
nukleárnej magnetickej rezonancie (DOSY NMR) [23][25], termická analýza [26] a mnohé 
iné. Usporiadanie molekúl v posledne menovanej teórii, môže byť ilustrované agregátmi 
uvedenými v obrázku 5. 
 
 
 
Obr. 5: Aktuálny model štruktúry humínových kyselín [22]. 
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2.1.3 Technologické využitie HK 
Aplikácia humínových látok je v dnešnej dobe široká. Dominantnými kategóriami sú 
predovšetkým poľnohospodárstvo, ďalej priemyselné oblasti, životné prostredie a 
biomedicína [6]. 
V poľnohospodárstve sa uplatňuje ich pozitívny vplyv na vlastnosti pôdy. Dokážu pevne 
naviazať kovy a transportovať mikronutrienty (esenciálne kovy) [27][28]. Vďaka svojmu 
acido-bázickému charakteru korigujú pH zeminy, zadržiavajú vodu a uľahčujú sorpciu 
organických látok, ku ktorým majú vysokú afinitu [29][31][32]. Prídavok humínových látok 
vylepšuje fyzikálne vlastnosti a vlhčenie, preukazujú vysokú výmennú kapacitu katiónov, 
ktorá ovplyvňuje úrodnosť zeminy. Vďaka týmto vlastnostiam sa v súčasnosti používajú ako 
aditíva do hnojív [33][34]. Okrem iného vykazujú aj rastovo-stimulačný efekt, ktorý koreluje 
okrem iného aj s udržaním koncentrácie železa a zinku v roztoku [34][35]. Tento efekt sa 
uplatňuje pri úprave funkcií bunkových membrán, zvýšení nutričného príjmu, efektivity 
pestovania rastlín a vývoj látok s účinkom podobným rastlinným hormónom [36]. 
 
V priemyselných oblastiach sú humínové látky využívané najmä v kožiarenstve na úpravu a 
farbenia kože, taktiež aj v drevárenstve na prifarbenie lepenky. V keramickom priemysle sú 
súčasťou aditív na vylepšenie mechanickej odolnosti nespracovanej keramiky a odliatkov. 
Ďalej sa používajú na farbenie glazúry a v iných častiach výroby hlinených produktov. 
Humínové látky našli svoje uplatnenie aj pri výrobe plastov, kde slúžia na farbenie 
poly(amidu) 6 a poly(vinylchloridov). Môžu byť použité ako vytvrdzovače polyuretánových 
pien, ale aj ako zmäkčovadlá pri príprave poly(vinylchloridu) [6]. 
Možnosti využitia v priemysle sú široké o čom svedčia aplikácie humínových látok  
v iónových výmenníkoch, v ich využitiu ako zdrojov syntetických uhľovodíkov a pohonných 
hmôt, ku extrakcii uránu a v potravinárskom priemysle [37]. 
 
Významnú rolu majú humínové látky aj v ochrane životného prostredia. Vďaka ich vlastnosti 
viazať na seba kovy a formovať metalorganické komplexy je jednou z ich úloh odstraňovať 
toxické kovy, antropogénne organické látky a iné škodliviny z vody alebo pôdy. Princípom je 
vytvoriť nerozpustný komplex daného kovu, čím sa zníži jeho rozpustnosť vo vode a tým aj 
toxicita. Na druhú stranu, v prípade vzniku vodou rozpustného komplexu alebo soli, je daný 
kov distribuovaný smerom ku koreňovému systému a cezeň je ďalej distribuovaný do rôznych 
častí rastliny. Na tomto princípe fungujú ionexové materiály na báze kalcium humátu, ktoré 
sorbujú ťažké kovy ako železo, nikel, ortuť, kadmium, meď a tiež aj rádioaktívne prvky  
z vody. Vyvinuté boli aj filtre na báze humusu na čistenie odpadových vôd, ktoré sa používajú 
na odstránenie fenolov, chromátov, oleja a farbív, pesticídov z vodných systémov a čistiarní 
odpadových vôd. Materiály obsahujúce humáty dokážu sorbovať plyny, čo sa využíva  
v asanačných ústavoch a kafilériách. Po modifikácií sa môžu humínové látky využiť aj na 
odstránenie merkaptanov a sírovodíka z komunálnych odpadových plynov, poprípade na 
odstránenie oxidu siričitého zo zásobných plynov [38]. 
 
Bolo pozorované, že humínové látky a vodné sedimenty zvyšujú efektivitu hydroterapie a 
balneoterapie. Humínové látky vykazujú antibakteriálne a antivírusové [39] vlastnosti, čo 
predstavuje široké možnosti využitia v medicíne [6]. Pokusy na potkanoch dokazujú ich 
liečivé vlastnosti ako napríklad profylaktikum žalúdočných problémov po požití etanolu, 
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alebo urýchlenie procesu hojenia vredov [40]. Vysoký záujem o výskum humínových kyselín 
a ich aplikáciu v biomedicíne vyvolávajú najmä ich antivírusové, profibrinolytické, 
protizápalové vlastnosti a estrogénová aktivita, čo im dáva vysoký potenciál aj v kozmetike 
a farmácii [41]. 
 
2.1.4 Lignit  
Z odumretých tiel rastlín živočíšnych zvyškov pri podmienkach, kedy nebolo možné, aby 
došlo k dokonalému rozkladu organickej hmoty (vlhkosť, nízky prístup kyslíku) vznikli 
fosílie, nerastné suroviny. Všeobecne sa jedná o látky rôznych skupenstiev, nielen o horľavé 
sedimentárne horniny (uhlie) ale aj plyny (zemný plyn) a kvapalné produkty premeny 
organických látok (ropa).  
 
Uhlie je čierna alebo hnedočierna horľavá hornina. Získava sa z povrchových alebo hlbinných 
dolov a používa sa predovšetkým ako palivo. Od dôb priemyselnej revolúcie je uhlie veľmi 
dôležitou energetickou surovinou. Medzi geologicky najmladší typ hnedého uhlia patrí lignit. 
Obdobie vzniku je medzi prvohorami a druhohorami, najmä obdobie jury a kriedy, kedy 
vegetácia a podnebie boli najpriaznivejšie pre vznik hnedého uhlia. Lignit patrí medzi 
kaustobiolity, hmoty s rôznym stupňom preuhoľnenia pôvodnej fytomasy. Vo svojej štruktúre 
obsahuje aj zachované úlomky dreva rôznych veľkostí [43][44]. 
 
Po chemickej stránke je uhlie makromolekulárna polyaromatická zmes, ďalej pozostávajúca  
z rastlinných zvyškov ako sú celulóza, hemicelulóza, pektínové látky, lignín a iné. V menej 
preuholnených druhoch uhlia je veľké zastúpenie humínových kyselín a ich solí, humínov a 
bitumenu, ktorého chemické zloženie odpovedá zmesi tukov, voskov a živíc [44][45] . 
 
Lignit z chemického hľadiska je možné definovať ako organicko-minerálny substrát 
premenenej fytomasy do vysokého stupňa dehydratovaného a zároveň deoxidovaného uhlia. 
Tento molekulárny polydisperzný systém obsahuje komplex cyklano- a aromatických 
zlúčenín s významnými reaktívnymi skupinami, minerálne útvary na bázy zlúčenín hliníku, 
kremíku, železa a hliníku, poprípade iných prvkov. V póroch a mikrotrhlinách, ktoré vznikli  
z pôvodných medzibunkových priestorov pletivového systému, sa zadržiava voda, ktorá je 
tiež fyzikálne viazaná na oxidované uhlíkaté štruktúry [46][47]. Aromatické zlúčeniny 
modifikované karboxylovými zlúčeninami postupne prechádzajú do zložitého systému 
humínových kyselín, ktorých obsah významne ovplyvňuje rozpustnosť, ale aj sorpčné 
schopnosti viazania ťažkých kovov a niektorých toxických látok, ako sú fenoly, ropné 
komponenty, polychlorované bifenyly a podobne. Z tohto hľadiska je lignit zaujímavá 
surovina pre priemyselný výskum [48].  
 
2.1.5 Regenerácia lignitu 
Uhlie s rôznym stupňom preuhoľnenia má variabilné množstvo extrahovateľných 
humínových kyselín. Oxidáciou sa môže zvýšiť množstvo extrahovateľných humínových 
kyselín. Oxidácia predstavuje v ideálnom prípade inverzný diagenetický proces. Produkty 
získané oxidáciou kyselinou dusičnou, manganistanom draselným alebo oxidáciou vzduchom 
sa nazývajú regenerované humínové kyseliny [49]. Vo všeobecnosti majú podobné fyzikálno-
chemické vlastnosti ako humínové látky formujúce lignit.  
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Chemické zloženie závisí na podmienkach, za ktorých regenerované humínové kyseliny 
vznikali a odvíja sa najmä od chemických vlastností pôvodného materiálu. Obsahujú viac 
aromatických funkčných skupín a minimálne dvojnásobný obsah semichinoidálnych 
radikálov v porovnaní s neregenerovanými humínovými kyselinami [2]. Tieto radikály sa 
jednoducho dokážu oxidovať na chinóny, ktoré zvyšujú rýchlosť rekcií, pri ktorých sa 
prepravujú kovové ióny v pôde a podporujú ich následnú adsorpciu do koreňového systému 
rastlín. Najjednoduchším spôsobom prípravy regenerovaných humínových kyselín je oxidácia 
vzduchom pri teplote 180°C. Protipólom je finančná náročnosť tohto procesu, ako aj 
sekundárne vyvíjanie veľkého množstva oxidu uhličitého a iných plynov [49]. 
 
2.2 Medzimolekulárne interakcie 
Z hľadiska vysokého potenciálu využitia humínových látok, zohrávajú rolu okrem 
kovalentných väzieb v ich štruktúrach aj iné sily, ktoré stabilizujú ich štruktúry. Vplyv týchto 
síl na štruktúru sa odráža na ich chemických a fyzikálnych vlastnostiach. Zmieňované 
interakcie sú nekovalentné väzby založené na rôznom pôsobení molekúl vzájomne medzi 
sebou, napríklad elektronegativitou, elektrostatickými silami a inými. 
 
2.2.1 Interakcie ión – dipól  
Tieto interakcie s elektrostatickou podstatou majú charakter, ktorý odpovedajúci parciálnemu 
náboju na dipóle. K týmto interakciám patria prípady interakcií ligandov a kovových iónov, 
pri ktorých nedochádza k spoločnému zdieľaniu elektrónového páru ligandu. Takto 
charakterizované nekovalentné interakcie  sa líšia od prípadov, v ktorých dochádza  
k prekrytiu s voľným d-orbitalom a následnom zdieľaní elektrónového páru dipólu s iónom. 
Vtedy sa jedná o koordinačnú väzbu s charakterom podobným ako pri kovalentnej väzbe.[50] 
 
2.2.2 Interakcie dipól – dipól  
Pre organické molekuly sú tieto interakcie charakteristické, pretože pod vplyvom 
heteroatómov vo funkčných skupinách dochádza k ich polarizácii. Jedná sa o vzájomné 
pôsobenie dipólov, čo môže viesť až k vzniku kvadrupólov alebo multipólov. Podstata je 
obdobná ako pri interakciách ión – dipól, teda elektrostatické pôsobenie opačne 
polarizovaných častí molekúl. Pre silu týchto interakcií je dôležité priblíženie dipólov, pretože 
ich sila klesá v závislosti na vzdialenosti parciálnych nábojov. Z hľadiska sily sú pre 
kryštalické organické látky jednou z najdôležitejších síl a to práve z dôvodu, že sú najsilnejšie 
[50]. 
 
2.2.3 Vodíkové mostíky 
Vodíkové mostíky môžu byť zaradené medzi druh dipólové interakcie, pôsobiace vo vodných 
roztokoch medzi vodíkom a iným atómom, ktorý má vysokú elektronegativitu. Jedná sa  
o relatívne silné a orientačne závislé väzby zúčastnené medzi molekulami vody. Sila tejto 
väzby sa pohybuje v rozmedzí od 4 do 120 kJ mol-1, vďaka čomu je jednou z najdôležitejších 
interakcií atómov, poprípade funkčných skupín molekúl ovplyvňujúcich prírodu, ale zároveň 
aj v chémii supramolekúl. Slabšie vodíkové väzby zohrávajú dôležitú úlohu v stabilizácii 
štruktúry. Jednotlivé, silné interakcie určujú štruktúru pevného skupenstva a vplývajú na 
rozpustnosť a prechod do plynnej fázy [50]. 
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Ako už bolo spomínané, vodíková väzba je výsledkom príťažlivých síl medzi donorom X–H, 
kde je naviazaný silne elektronegatívny atóm X na vodíkovom atóme a akceptorom A ktorý 
má tiež vysokú elektronegativtu. Elektróny kovalentnej väzby H–X sa posúvajú k 
elektronegatívnejšiemu atómu a tým vzniká permanentný dipól s kladným nábojom na atóme 
vodíka (obr. 6). 
 
Obr. 6: Vznik vodíkovej väzby podľa elektrostatickej teórie [50]. 
 
Priestorové rozloženie vodíkovej väzby medzi atómami má približne 120 stupňov. Dnes 
prijímaný názor je, že H-B väzba je tvorená z veľkej časti coulombickými silami s 
príspevkom ďalších slabých interakcií [50]. 
 
Vznik vodíkovej väzby silne ovplyvňuje spektrálne a štruktúrne vlastnosti pôvodnej 
kovalentnej väzby medzi elektronegatívnym atómom a vodíkom. Vodíkové väzby sa líšia 
väzbovou energiou. Silné vodíkové väzby majú energiu okolo 60-120 kJ·mol-1. Miernejšie 
(stredne silné vodíkové väzby) sú z väčšej časti elektrostatického charakteru, ktorých ich 
väzbová energia sa pohybuje okolo 16-60 kJ·mol-1. Najslabšie majú čisto elektrostatický 
charakter a ich väzbová energia je menšia ako 12 kJ·mol-1. Dĺžka väzby je ovplyvnená 
väzbovou energiou, teda slabé vodíkové väzby elektrostatického charakteru majú najdlhšie 
väzby až 300 pm, zatiaľ čo dĺžka silnej väzby má približne polovičnú hodnotu. 
Neutrónová a röntgenová difrakcia potvrdila, že v kryštalických štruktúrach je veľmi častá 
štruktúra, kedy vodík je naviazaný na tri elektronegatívne atómy zároveň, pričom jedna  
z týchto väzieb je kovalentná. Napríklad pri aminokyselinách je donorom skupina NH3+, ktorá 
ponúka tri vodíkové väzby a akceptorom je COO– . V tabuľke 1. vidíme rozdelenie celkového 
obsahu vodíkových väzieb v kryštalickej štruktúre a percentuálny počet trojcentrových väzieb 
[50]. 
Tab. 1: Percentuálne zastúpenie trojcentrovej vodíkovej väzby z celkového počtu interakcií v 
kryštalickom stave (neutrónová difrakcia).  
Donor Akceptor Celkový počet  
H–B väzieb 
Trojcentrové väzby [%] 
Všetky typy molekúl 
NH+ 
NH 
 
O=C 
O=C 
 
1 509 
 
20 
Aminokyseliny 
NH 
 
O=C 
 
64 
 
72 
Sacharidy 
OH 
 
–O– 
 
100 
 
25 
Nukleozidy a nukleotidy 
Všetky typy H–B väzieb 
  
529 
 
24 
Barbituráty, puríny, pyrimidíny 
Všetky typy H–B väzieb 
  
832 
 
27 
 17 
2.2.4 Van der Waalsove sily 
Molekuly vznikajú dvoma spôsobmi a to buď reaktívnym - chemickou interakciou, kedy 
dochádza k prekrytiu orbitálov a vzniku silných, kovalentných chemických väzieb, alebo 
nereaktívnym spôsobom – fyzikálnymi interakciami, pri ktorých dochádza k vzniku 
molekulových komplexov [51]. 
 
Jedným z typov fyzikálnych síl sú aj sily vychádzajúce z elektrostatických interakcií 
zahrňujúce náboj alebo dipóly molekúl a je to sila, ktorá pôsobí medzi všetkými atómami a 
molekulami, okrem úplne neutrálnych atómov ako napríklad hélium, uhľovodíky a oxid 
uhličitý. Tieto sily zahŕňajú disperzné (Londonove) sily, sily kolísavého náboja, 
elektrodynamické sily a dipólom indukované sily. Sú jedným z najdôležitejších príspevkov  
k celkovej van der Waalsovej sile medzi atómami a molekulami a zohrávajú dôležitú úlohu 
pri adhéznych a kohéznych javoch, povrchovom napätí, fyzikálnej adsorpcii, zmáčaní, 
vlastností plynov, kvapalín a tenkých filmov, sily tuhých látok, koagulácia častíc  
v kvapalinách a štruktúru makromolekúl ako proteíny a polyméry [21]. 
 
Vzhľadom k ich úlohe v biologických procesoch sú dostatočne silné, aby zaistili preferenčnú 
väzbu funkčnej skupiny molekuly s inou funkčnou skupinou inej molekuly, ale zároveň sila 
tejto väzby nie je tak veľká aby došlo k vzniku novej kryštalickej štruktúry, napríklad vo 
vnútri bunky [51]. 
 
2.2.5 π–π a π–CH väzby 
Elektrostatické interakcie medzi aromatickými jadrami, z má jeden vyššiu elektrónovú 
hustotu a druhý  nižšiu. Existujú dva druhy týchto interakcií medzi aromatickými jadrami a to 
povrch – povrch, hrana – povrch (face – to – face, edge – to – face), ako je znázornené na 
obrázku 7. Tieto väzby sú zodpovedné napríklad za jednoduché roztieranie grafitových 
vrstiev, stabilizujú dvojzávitnicovú štruktúru v DNA a klasovitú kryštalickú štruktúru malých 
aromatických uhľovodíkov. Celkovú energiu π–π väzby určujú van der Waalsove sily, ktoré 
pôsobia po celej ploche oboch π– systémov [50]. 
 
 
 
Obr. 7: Interakcie povrch – povrch, hrana – povrch (face – to – face, edge – to – face) [50]. 
 
2.2.6 Hydrofóbne interakcie 
Tento typ väzby vzniká medzi nepolárnymi skupinami molekúl vo vodnom roztoku, teda sú 
vyvolané priestorovou štruktúrou vody. Humínové látky majú amfifilný charakter a teda ich 
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štruktúru ovplyvňujú aj tieto interakcie, ktoré môžu vychádzať z pôsobenia van der 
Waalsových interakcií, poprípade delokalizácie π -elektrónov. 
 
Schopnosť nepolárnych molekúl sa združovať vo vodnom roztoku bola popísaná ako jedna zo 
základných síl ovplyvňujúcich biologické a biochemické procesy. Pôvod hydrofóbnych 
interakcií sa odvíja od vlastností vody ako rozpúšťadla, v ktorom prebiehajú všetky dôležité 
procesy živých organizmov. Najdôležitejšou vlastnosťou vody je v tomto prípade vytváranie 
silných intermolekulárnych vodíkových väzieb a za vzniku štruktúrovanej siete vzájomne 
pospájaných molekúl vody. Tento typ usporiadania pripomína usporiadanie molekúl v tuhej 
fáze. V prípade, že sa dostanú vo vodnom roztoku k sebe dve nepolárne molekuly, začnú sa 
uplatňovať interakcie inej povahy než van der Waalsove sily a veľkosť týchto interakcií je 
približne o dva rády vyššia ako pri van der Waalsových interakciách [50]. 
 
2.3 Analytické metódy 
Analytické metódy sú algoritmy operácií vedúce k dôkazu a stanoveniu komponenty  
v analyzovanom objekte. Sú založené na zmene chemických rovnováh, chemických reakciách 
poprípade zmenách fyzikálnych vlastností. Rozdeľujú sa do základných skupín podľa 
princípu, na ktorom sú dôkazy založené. Hlavnými triedami analytických metód sú chemické 
analytické metódy, ktoré sú založené na priamej reakcii medzi analytom a činidlom, fyzikálne 
chemické metódy, pri ktorých sa vyhodnocujú fyzikálne vlastnosti analyzovaného vzorku a 
poslednou hlavnou triedou separačné analytické metódy, pri ktorých sa získava produkt, ktorý 
sa následne stanovuje [52]. 
 
Humínové kyseliny boli študované celou radou analytických metód. Najčastejšie sa využívajú 
spektroskopické metódy a nukleárna magnetická rezonancia. Pre túto prácu bolo zvolené 
meranie hustoty regenerovaných humínových kyselín a ultrazvuková spektroskopia. 
 
2.3.1 Hustomery 
Jedným zo zaujímavých faktov okolo extenzívnych vlastností látok je, že pomer medzi dvoma 
veličinami má za výsledok nezávislosť na veľkosti vzorku. V skutočnosti, sa ruší veľkosť 
vzorky a počítaná kvantita sa mení intenzívnu veličinu. Používanou vlastnosťou získavanou 
touto cestou je hustota, ktorá je definovaná ako pomer medzi hmotnosťou objektu a jeho 
objemom.  
 
V
m
=ρ       (1) 
 
Jeden z dôvodov prečo je hustota tak často používanou vlastnosťou látok je, že poskytuje 
možnosť prepojenia objemu a hmotnosti látky a to tak, že udáva ekvivalentný pomer medzi 
týmito dvoma veličinami [53]. 
 
Hustomery slúžia na prevádzkové a orientačné merania pri zisťovaní hustoty alebo 
koncentrácie určitých druhov kvapalných látok. Vyrábajú sa v rôznych meracích rozsahoch. 
Jednoduchý hustomer tiež nazývaný areometer je ponorné teleso väčšinou tvaru banky  
s vystupujúcou stopkou, v ktorej je umiestnená stupnica. Sklenená banka je na oboch koncoch 
zatavená. V dolnej časti sú uzatvorené kovové guličky, ktoré slúžia na vyrovnanie hmotnosti 
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banky vzhľadom na objem. Hĺbka ponoru banky do kvapaliny je závislá na hustote kvapaliny. 
Princíp tohto jednoduchého zariadenia je založený na Archimedovom zákone, ktorý znie: 
„Teleso ponorené do kvapaliny je nadľahčované hydrostatickou vztlakovou silou, ktorej 
veľkosť sa rovná veľkosti tiaže kvapaliny vytlačenej ponorenou časťou telesa“ [54]. 
 
Pre túto prácu bol použitý hustomer Anton Paar DMA 4500 Density meter, ktorého princíp je 
znázornený na obrázku 8. Je vhodný pre stanovenie hustoty, mernej hmotnosti a koncentrácie 
pre plyny a kvapaliny. Ide o prvý hustomer s oscilačnou U-trubicou, ktorý meria s vysokou 
presnosťou a v širokom rozsahu viskozít a teplôt merania. Vzorka kontinuálne preteká cez  
U-trubicu a frekvenciou oscilácie prebieha jeho meranie. Rezonančná frekvencia U-trubice a 
teplota merania sú ako informácie predávané a kontrolované cez káble, ktoré tiež slúžia na 
dodávanie energie pre prístroj. Ďalej sa tieto informácie premieňajú na hodnoty hustoty pri 
danej teplote a digitálne zobrazujú na displeji. Referenčný oscilátor vedľa oscilačnej  
U-trubice poskytuje dlhodobú stabilitu merania a zároveň nie je potrebné iné nastavenie než 
pre 20°C.  Tento prístroj vyhodnocuje a automaticky koriguje chyby spôsobené viskozitou 
látky. Obsahuje dva integrované platinové teplomery, ktoré vďaka svojim vlastnostiam 
zaisťujú vysokú presnosť pri meraní teploty. Tento spôsob je vyžadovaný najmä v oblastiach, 
kde je potrebné získať presnú koncentráciu, napríklad v potravinárskom (varenie piva, 
nealkoholické nápoje), farmaceutickom a chemickom priemysle [55][56]. 
  
 
Obr. 8. Vysoko presný hustomer s U-trubicou [56] 
 
Hustomer doposiaľ nebol použitý pre výskum humínových látok, taktiež nebola ani 
stanovovaná ich hustota. Informácie takto získané sa dajú využiť pri ďalších štúdiách týchto 
látok.  
 
2.3.2 Ultrazvuková spektroskopia 
Ultrazvukové testovanie je všestranná technika, ktorá sa dá použiť pre širokú škálu analýz. 
Princíp tejto metódy je založený na tom, že pohyb každej zvukovej (mechanickej) vlny je 
ovplyvnený médiom, cez ktoré prechádza a teda je možné zmenu jednej alebo viacerých 
parametrov, ako čas, zoslabenie, rozptyl a frekvenčný obsah vztiahnuť k fyzikálnym 
vlastnostiam analyzovaného média. Ultrazvuková spektroskopia s vysokým rozlíšením sa 
používa na charakterizovanie emulzií a disperzných systémov, sledovanie teplom 
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indukovaných dejov (denaturácia bielkovín), agregácie, spevňovanie, kryštalizácia, štúdium 
enzymatickej aktivity (kinetika a mechanizmy), hydrolýza celulózy a mnohé iné 
[57][58][59][60]. Ultrazvukové vlny majú mechanickú povahu. Priechodom ultrazvukovej 
vlny vzorkou dochádza k oscilačnej kompresii a dekompresii. Kompresia znižuje vzdialenosť 
medzi susednými molekulami, ktoré na ňu reagujú intermolekulovým odpudzovaním.  
V prípade dekompresie potom zohrávajú dôležitú úlohu príťažlivé sily [61]. Amplitúda 
deformácie spôsobená analytickými ultrazvukovými vlnami je veľmi nízka a to robí 
ultrazvukovú spektroskopiu nedeštruktívnou metódou [62]. Merané parametre v ultrazvukovej 
spektroskopii sú zoslabenie a rýchlosť ultrazvuku. Zoslabenie je určením energetických strát 
ultrazvukových vĺn vzniknutých absorpciou a rozptylu energetického príspevku. Pri 
homogénnych vzorkách vedie periodické stlačenie a dekompresia molekúl k posunu 
rovnováhy chemických reakcií, čo vedie k pohlteniu energie. Pri nehomogénnych vzorkách 
dochádza k rozptylu ultrazvukovej vlny. Rýchlosť ultrazvuku  je funkciou hustoty a elasticity 
média. Je priamoúmerná tuhosti vzorky, čo znamená, že v pri kvapalinách a plynoch sa zvuk 
šíri pomalšie než v tuhých látkach. Tuhosť materiálu je určená jeho hustotou a stlačiteľnosťou 
materiálu, pričom vo väčšine prípadov je práve stlačiteľnosť najdôležitejším faktorom [63]. 
Rýchlosť ultrazvuku je extrémne citlivá na molekulovú štruktúru a intermolekulárne 
interakcie a je funkciou tlaku a derivácie hustoty ako vidno v nasledujúcom výťahu [61]. 
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kde ρ je hustota, P tlak a S je entrópia. 
Ultrazvuková rýchlosť je tiež silno závislá na teplote. Teplotné výkyvy, ktoré ovplyvňujú aj 
vnútorné fyzikálno – chemické procesy spôsobujú zmeny v nameraných hodnotách. Tomuto 
negatívnemu vplyvu na výsledky sa dá vyhnúť použitím referenčnej kyvety s rozpúšťadlom, 
podľa ktorej bude možné korigovať externé výkyvy teploty a tým zisk výslednej hodnoty 
ultrazvukovej rýchlosti a útlmu bez vplyvu kolísania vonkajšej teploty. 
 
 
 
Obr. 9: Schéma ultrazvukového spektrometru s vysokým rozlíšením [64]. 
 
Ultrazvukový spektrometer s vysokým rozlíšením (obr. 9) bol použitý pri štúdii konformácie 
lignitických humínových látok [65], kde sa potvrdili prvotné predpoklady o agregácii 
humínových látok vo veľmi zriedených vodných roztokoch. Agregácia molekúl humínových 
látok bola pozorovaná aj v prostredí o vysokej iónovej sile a pri pH 12. Povaha roztokov 
humnových kyselín modifikovanými organickými a minerálnymi kyselinami podporila tzv. 
supramolekulovú teóriu popisujúcu humínové kyseliny ako agregáty relatívne malých 
molekúl stabilizovaných intermolekulárnymi interakciami. 
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V ďalšej štúdii bola skúmaná zmena ultrazvukovej rýchlosti v rôzne koncentrovaných 
roztokoch sodných humátov v závislosti na teplote, kde boli zistené rozdiely v charaktere 
hydratačných obálok pri rôznych koncentráciách. Bolo preukázané, že pri veľmi nízkych 
koncentráciách prevláda hydrofóbna hydratácia, zatiaľ čo pri koncentráciách vyšších  
než 1 g l–1 sa stále viac uplatňuje hydrofilná hydratácia a štruktúra je teplotne stabilnejšia 
[66]. Tiež bola táto metóda využitá pri štúdiu agregátov humínových látok a štrukturálnych 
zmenách sodných solí, protonizovanej formy fulvínovej kyseliny a sodnej soli humínovej 
kyseliny a výsledky poslúžili k odvodeniu vzorcov k výpočtu fraktálnych dimenzií [67]. 
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3 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
3.1 Regenerácia lignitu 
Juhomoravský lignit (baňa Mír, Mikulčice, Česká republika) bol regenerovaný pomocou 
dvoch oxidačných činidiel a to kyselinou dusičnou  o koncentráciách 10, 20, 30, 40, 50 a 65 
hm. % a peroxidom vodíka o koncentráciách 5, 10, 20 a 30 hm. %. Lignit bol v pomere  
s činidlom 1:10 a bol regenerovaný po dobu 30 minút pri teplotnom rozmedzí 20 až 40°C  
v sklenenej kadičke. Pre 50 a 65 % kyselinu dusičnú bola použitá refluxná aparatúra 
pozostávajúca z jednohrdlej varnej banky s guľatým dnom a spätného chladiča. Banka bola 
chladená zo spodnej strany vodou, pretože regeneračné reakcie s použitím vysoko 
koncentrovanej kyseliny dusičnej sú silne exotermické. 
 
3.2 Extrakcia humínových látok 
Humínové látky boli izolované zo surového alebo regenerovaného lignitu podľa mierne 
upraveného postupu popísaného Swiftom [68]. Najskôr bol lignit zmiešaný s hydroxidom 
sodným o koncentrácii 0,5 mol·l–1 a pyrofosfátom sodným o koncentrácii 0,1 mol·l–1 
v sklenenej kadičke. Reakcia sa nechala prebiehať po dobu 2 hodín a pri teplote 40°C. Lignit 
s činidlom bol v hmotnostnom pomere 1:10. Výsledná zmes bola následne odstredená na 
centrifuge Hettich Rotina 46 R v 250 ml polypropylenových centrifugačných skúmavkách 
Nalgene, 15 minút pri 15°C a 4 000 otáčkach za minútu. Pevná časť (humín) bola oddelená 
ako odpad a kvapalná časť (považovaná za zmes humínových a fulvínových kyselín) následne 
bola okyselená na pH 1 pomocou koncentrovanej kyseliny chlorovodíkovej. Následne bola 
opät odstredená a kvapalná fáza s obsahom fulvínových kyselín bola zo smesi odstránená. 
Pridaním pridaním 5 obj.% kyseliny fluorovodíkovej k pevnej fáze boli rozpustené 
anorganické nečistoty (najmä silikáty), ktoré sa zo zmesi uvoľnili vďaka koncentrovanej 
kyseline chlorovodíkovej. Počas noci bola zmes pretrepávaná  na trepačke Kavalier LT 2 
v polyetylénových nádobách pri strednej frekvencii trepania. Zmes bola následne znovu 
odstredená, kvapalná časť bola odstránená a pevná bola dialyzovaná proti deionizovanej vode 
v dialyzačných membránach z regenerovanej celulózy SpectraPor 1000 Da cut-off, pokiaľ sa 
v deionizovanej vode nenachádzali chloridové anióny. Prítomnosť chloridových aniónov sa 
určovala pomocou 0,1 mol·l–1 roztoku dusičnanu strieborného. Po dialýze sa humínové 
kyseliny pomaly hlboko zmrazili a lyofilizovali pomocou sublimačnej sušiarne Labconco 
Freezone 4.5 vybavenej rotačnou vakuovou pumpou Vacuumbrand RZ 6. Značenie v tejto 
práci má následujúce významy: HA znamená humínovú kyselinu z pôvodného lignitu, R 
znamená vzorky z regenerovaného lignitu, kde číslovka znamená koncentráciu regeneračného 
činidla v hmotnostných percentách a N znamená kyselinu dusičnú a P peroxid vodíka. 
  
3.3 Elementárna analýza 
Elementárna analýza bola prevedená na Strojárenskom skúšobnom ústave v Brne, za pomoci 
plynovej chromatografie. Stanovené boli obsahy percentuálne obsahy uhlíku, vodíku a dusíku. 
Hmotnostné percentá pre kyslík boli dopočítané odrátaním súčtu hmotnostných percent 
uhlíku, vodíku a dusíku od celkových 100 %. Výsledky sú uvedené v tabuľke 2.  
 
3.4 Meranie hustoty 
Na meranie bol použitý vysoko presný hustomer Anton Paar DMA 4500 Density Meter 
vybavený oscilačnou U-trubicou. Kalibrácia prístroja bola urobená metódou „Density Check“ 
s použitím deionizovanej vody. Deionizovaná voda bola tiež použitá ako kontrolná vzorka. 
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Pred každým meraním bola meracia cela hustomeru premytá deionizovanou vodou, etanolom 
a vysušená prúdom suchého vzduchu (prístroj má vlastné čerpadlo vzduchu a sušiacu patrónu 
na privádzaný vzduch s netoxickým sušiacim gélom). 
 
Jednotlivé vzorky humátov draselných a amónnych boli odplynené a jedenkrát nadávkované 
do meracej trubice hustomeru a ich hustota a teplota v trubici (nastavená na 25,00°C) bola 
meraná päťkrát. Z nameraných hodnôt boli spočítané priemery a smerodatné odchýlky 
pomocou funkcií PRIEMER a SMODCH v programe MS Excel.  
 
3.5 Ultrazvuková spektroskopia 
Bol použitý ultrazvukový spektroskop Ultrasonic Scientific HR-US 102. Princíp funkcie 
prístroja je detailne popísaný v kapitole 2.3.2. Najprv boli nájdené vhodné rezonančné 
frekvencie pomocou kalibrácie na teplotu merania s deionizovanou vodou. Meranie 
prebiehalo pri stanovených frekvenciách. Vlastné meranie zahŕňalo jednokrokovú titráciu 
vody roztokom humátu. Najprv bol meraný rozdiel ultrazvukových rýchlostí v prvej a druhej 
cele (U12), kedy v oboch celách bolo nadávkované po 1 ml deionizovanej vody. Po obdržaní 
vhodného počtu hodnôt U12 bolo do prvej cely pridané 250 µl humátu o koncentrácii  
1,25 g·l–1, tak, aby výsledná koncentrácia v ultrazvukovej cele odpovedala koncentrácii 
humátu pri meraní hustoty, čiže 250 mg·l–1. Opäť, po získaní dostatočného počtu hodnôt, bol 
pridaný roztok humátu aj do druhej cely. Tieto merania prebiehali pri troch frekvenciách, čím 
bolo získaných celkom šesť hodnôt ultrazvukovej rýchlosti, ktoré boli následne 
spriemerované a vypočítané smerodatné odchýlky pomocou funkcií PRIEMER a SMODCH 
v programe MS Excel. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSIA 
V tabuľke 2. sú uvedené jednotlivé výsledky elementárnej analýzy v hmotnostných 
percentách. Hodnoty v atómových percentách v tabuľke 3. boli získané prepočtom 
hmotnostných percent na atómové pomocou vzorca: 
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Pričom hm% sú jednotlivé hmotnostné percentá prvkov, Mrx je molekulová (atómová) 
hmotnosť daného prvku, NA je Avogadrova konštanta s hodnotou 6,0221·1023 mol-1. 
 
Tab. 2: Elementárna analýza humínových látok v hmotnostných percentách 
 
vzorka C [%] H [%] N [%] O [%] 
HA 60,08 4,28 1,39 34,25 
RHA10N 63,87 6,14 1,18 28,81 
RHA20N 57,22 5,37 3,70 33,71 
RHA30N 55,84 5,19 4,17 34,80 
RHA40N 55,64 4,98 4,98 34,40 
RHA50N 55,91 5,01 4,51 34,56 
RHA65N 55,32 5,51 5,04 34,14 
RHA5P 63,94 5,60 1,57 28,88 
RHA10P 62,61 5,82 1,43 30,14 
RHA20P 61,50 5,93 1,22 31,35 
RHA30P 62,62 6,30 0,83 30,25 
 
Tab. 3: Elementárna analýza humínových látok v atómových percentách 
 
vzorka C [%] H [%] N [%] O [%] C/H C/O 
HA 43,55 36,97 0,86 18,62 1,17 2,34 
RHA10N 40,02 45,80 0,64 13,54 0,87 2,96 
RHA20N 38,25 42,72 2,12 16,90 0,90 2,26 
RHA30N 37,91 41,95 2,42 17,72 0,90 2,14 
RHA40N 38,36 40,91 2,94 17,79 0,94 2,16 
RHA50N 38,45 41,06 2,66 17,83 0,94 2,16 
RHA65N 36,68 43,48 2,86 16,98 0,84 2,16 
RHA5P 41,61 43,42 0,88 14,10 0,96 2,95 
RHA10P 40,19 44,51 0,78 14,51 0,90 2,77 
RHA20P 39,26 45,06 0,67 15,01 0,87 2,62 
RHA30P 38,89 46,59 0,44 14,09 0,84 2,76 
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Tabuľka 3 poukazuje na rozdiely v zložení jednotlivých vzoriek. Dôležitým faktorom je 
pomer C/H, ktorý vyjadruje aromacitu systému. Zjednodušne povedané, čím je pomer vyšší, 
tým je vyššia aromaticita a naopak nižšia alifacita humínových kyselín. Ako je vidieť, vzorka 
extrahovaná z nemodifikovaného lignitu je najaromatickejší, oxidácia mala za následok 
zvýšenie podielu alifatického uhlíku v humínových kyselinách. V sérii pripravených 
oxidáciou lignitu kyselinou dusičnou je vidieť, že oxidácia 10% kyselinou dusičnou mala za 
následok produkciu relatívne alifatických humínových kyselín, zatiaľčo zvyšovanie 
koncentrácie viedlo k postupnému rastu aromaticity, ktorý sa zastavil až u 65% kyseliny 
dusičnej, ktorej účinky opäť viedli k produkcii alifatickejších humínových kyselín. 
V porovnaní, oxidácia peroxidom vodíka viedla k znižovaní aromaticity humínových kyselín 
so zvyšujúcou sa koncentráciou peroxidu.  
Ďalším zaujímavým ukazateľom je pomer C/O, ktorý vyjadruje množstvo kyslíka zviazaného 
na uhlík, čím nepriamo naznačuje distribúciu karboxylových a hydroxylových skupín. 
Všeobecne platí, že čím je vyšší pomer, tým je menej kyslíku viazaného na uhlíku, takže jeho 
nárast naznačuje posun distribúcie od prevážne karboxylových skupín k hydroxylovým, 
prípadne aldehydovým a keto-skupinám. Z tabuľky 3 je jasné, že najnižší podiel 
karboxylových skupín sa dá predpokladať u humínových kyselín extrahovaných z lignitu, 
ktoré boli regenerované kyselinou dusičnou a peroxidom vodíka o nízkej koncentrácii. Je 
potrebné si uvedomiť, že oxidácia prebiehala na lignite, ale výsledky elementárnej analýzy 
platia pre extrahované humínové kyseliny. Nie je teda braná do úvahy desorpcia vo 
výťažkoch regenrovaných humínových kyselín. Tieto výsledky potvrďujú skoršie 
pozorovanie deštrukcie slabých karboxylových skupín, postupnej oxidácií štruktúry a vývoju 
nových skupín [69].  
 
 
Grafy zhotovené na obr. 10 zobrazujú závislost normalizovanej ultrazvukovej rýchlosti U12 
na hlavnej osy Y a normalizovanej hustoty ρn na pôvode vzorky.  Normalizované hodnoty 
U12 a ρn boli získané nasledujúcim spôsobom: 
vodavzorka 2112 UUU −=      (4) 
 
vodavzorkan ρρρ −=       (5) 
Kde U1vzorka je hodnota nameranej ultrazvukovej rýchlosti, U2voda rýchlosť ultrazvuku v čistej 
vode, ρvzorka hustota vzorky a ρvoda hustota vody, všetko pri 25°C. Na ose x sú hodnoty 
koncentrácie regeneračného činidla v hmotnostných percentách. Tieto percentá prislúchajú 
k jednotlivým vzorkám danej série. 
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Obr. 10: Normalizované hodnoty ultrazvukovej rýchlosti a hustoty. 
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Graf na obrázku 10A znázorňuje závislosť normalizovanej ultrazvukovej rýchlosti U12 a 
normalizovanej hustoty ρn na koncentrácii kyseliny dusičnej ako regeneračného činidla. Podľa 
trendu závislosti  normalizovanej hustoty ρn je jasné, že ide o takmer lineárnu závislosť 
s mierne stúpajúcim charakterom, ktorý je priamoúmerný miere regenerácie humátu 
draselného. Normalizovaná hodnota hustoty pre vzorku KRHA65N vykazuje rapídny pokles 
oproti ostatným, ktoré vykazujú takmer lineárnu závislosť. V závislosti normalizovanej 
ultrazvukovej rýchlosti U12 sú zrejmé väčšie odchýlky a trend nie je tak jasný ako pri 
normalizovanej hustote. Z vynesenej závislosti, aj napriek týmto výchylkám, je viditeľný 
lineárny, vzostupný charakter. 
 
Obrázok 10B znázorňuje draselné soli humínových kyselín regenerované peroxidom vodíka 
o rôznych koncentráciách oxidačného činidla. Hodnota 0 na ose x symbolizuje humát  
z neregenerovaného lignitu. Grafické zobrazenie normalizovanej hustoty má pre jednotlivé 
vzorky tejto série jasne klesajúci charakter, zatiaľ čo normalizovaná ultrazvuková rýchlosť 
U12 v závislosti na množstve regeneračného činidla najskôr prudko narastá, následne takmer 
lineárne klesá a znovu narastá.   
 
Grafické znázornenie na obrázku 10C série amónnej soli humínovej kyseliny regenerovanej 
kyselinou dusičnou má väčší rozptyl od jednotnej línie ako predošlé grafy. Hodnoty 
normalizovanej ultrazvukovej rýchlosti týchto vzoriek sa pohybujú s odchýlkami okolo línie 
so stúpajúcou tendenciou, o čom sa dá povedať, že je priamoúmerná množstvu regeneračného 
činidla použitého na oxidáciu amónnej soli. Normalizovaná hustota má taktiež stúpajúcu 
tendenciu . 
 
Obrázok 10D znázorňuje sériu vzoriek amónnych solí humínových kyseliny regenerované 
peroxidom vodíka. Hodnota 0 na ose x opäť symbolizuje humát z pôvodného lignitu. Pre 
normalizovanú ultrazvukovú rýchlosť U12 je viditeľný pokles hodnôt v závislosti na 
koncentrácii oxidačného činidla. Pre normalizovanú hustotu je zreteľne vidieť stúpajúci 
charakter, ktorý odpovedá priamoúmernej závislosti na danej koncentrácii. 
 
Grafy zhotovené na obr. 11 sú pre jednotlivé série vzoriek. Zobrazujú závislosť 
normalizované kompresibility βn na koncentrácii regeneračného činidla jednotlivých sérií. 
Kompresibilita bola vypočítaná pomocou vzorca [69][71]: 
2
2 11
u
u
⋅
=⇒
⋅
=
ρ
ββρ       (6) 
 
voda
vzorka
n β
ββ =        (7) 
 
Pričom u je ultrazvuková rýchlosť, ρ je hustota vzorky nebo vody a β je kompresibilita (podľa 
spodného indexu patrí buď vode alebo humátu). 
Na ose x sú hodnoty koncentrácie regeneračného činidla v hmotnostných percentách. Tieto 
percentá prislúchajú k jednotlivým vzorkám danej série. 
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Obr. 11: Závislosť normalizovanej kompresibility na koncentrácii regeneračného činidla. 
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Na obrázku 11A je vynesená závislosť normalizovanej kompresibility na koncentrácii 
kyseliny dusičnej ako regeneračného činidla vo vzorkách regenerovanej draselnej soli 
humínových kyselin. V grafe je viditeľné jasné klesanie hodnôt so zvyšujúcou sa 
koncentráciou regeneračného činidla. Pre vzorku KRHA65N (draselný humát z lignitu 
regenerovaného 65% kyselinou dusičnou) je zaznamenaný prudký nárast hodnoty 
neodvíjajúci sa od predchádzajúceho trendu. 
 
Na obrázku 11B je grafické znázornenie závislosti normalizovanej kompresibility draselnej 
soli humínovej kyseliny na koncentrácii peroxidu vodíka ako regenračného činidla, kde na 
ose x pre humát z neregenerovaného lignitu patrí bod 0. Pre jednotlivé koncentrácie je patrný 
zo začiatku mierny, neskôr prudší nárast hodnôt, ktorý je priamo úmerne závislý na 
koncentrácii regenračného činidla. 
 
Obrázok 11C je grafom pre sériu vzoriek draselnej soli humínovej kyseliny z lignitu 
regenerovaného kyselinou dusičnou. Trend nie je tak jednoznačný ako pri grafických 
zobrazeniach predošlých sérií, pretože na začiatku ma vzostupný charakter, ktorý následne 
prudko stúpa a v konečnej fáze je viditeľný opätovný pokles. 
 
Graf na obrázku 11D znázorňuje sériu vzoriek amónnych solí humínovej kyseliny z lignitu 
regenerovaného peroxidom vodíka. Na ose x patrí bod 0 amónnej soli humínovej kyseliny 
extrahovanej z pôvodného lignitu. Má oscilačne zostupný charakter, ktorý nie je špecifický 
tak, ako trendy na predchádzajúcich obrázkoch. 
 
Obrázok 12 zobrazuje grafy pre jednotlivé hydratácie obálok humínových vzoriek v závislosti 
na koncentrácii regeneračného činidla pre série vzoriek humátov. Hodnoty stupňa hydratácie 
boli získané z podielu kompresibilitných faktorov a ich vztiahnutím na koncentrácie 
meraného roztoku. Zjednodušene, podiel βvzorka (kompresibilita soli regenerovanej humínovej 
kyseliny) a
 
βvoda (kompresibilita vody) poskytli percentuálny obsah voľnej vody. Rozdielom 
celkových percent (100) a danej hodnoty percentuálneho obsahu voľnej vody, sa získal 
percentuálny obsah vody viazanej. Po prepočítaní získaných percent na hmotnosť viazanej 
vody, bola daná hmotnosť vody do pomeru s hmotnosťou (koncetráciou) regenerovanej 
humínovej kyseliny vo vzorke (250 mg·l–1), čím bolo zistené množstvo vody v hydratačnej 
obálke solí regenerovaných humínových kyselín. 
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Obr. 12: Závislosť hydratácie obálky humínovej vzorky na koncentrácii regeneračného činidla.
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Na obrázku 12A je vynesená závislosť hydratácie na koncentrácii kyseliny dusičnej ako 
regeneračného činidla série vzoriek regenerovanej draselnej soli humínových kyselin. 
Hydratácia obálky humínových vzoriek stúpa a následne pri najvyššej koncentrácii 
regenračného činidla vo vzorke dochádza k zreteľnému náhlemu poklesu. 
 
Na obrázku 12B, na ktorom je vynesená závislosť hydratácie na koncentrácii peroxidu vodíka 
ako regeneračného činidla vo vzorkách regenerovanej draselnej soli humínových kyselin, má 
táto závislosť jasne klesajúci charakter. Bod 0 na ose x patrí pôvodnej vzorke draselného 
humátu. Podľa klesajúceho charakteru  je rozpoznateľná nepriama úmernosť hydratácie. So 
zvyšujúcou sa koncentráciou  regeneračného činidla, peroxidu vodíka, klesá schopnosť 
hydratácie obalu humínovej vzorky. 
 
Graf na obrázku 12C zobrazuje sériu vzoriek amónnych solí humínových kyselín 
regenerovaných kyselinou dusičnou. Závislosť hydratácie obálky na koncentrácii 
regeneračného činidla vykazuje hodnoty, ktoré sa pohybujú okolo stúpajúcej línie s menšími 
oscilačnými odchýlkami. 
 
Obrázok 12D je grafickým znázornením hydratácie série amónnych solí regenerovanej 
humínovej kyseliny regenerovaných peroxidom vodíka. Bod 0 na ose x patrí pôvodnému 
neregenerovanému humátu. Závislosť hydratácie na koncentrácii regeneračného činidla má 
stúpajúci, mierne oscilačný charakter, ktorý je priamo úmerne závislý na koncentrácii 
peroxidu vodíka v jednotlivých vzorkách. 
 
Na prevažnej väčšine grafov je viditeľný mierne oscilačný charakter závislostí, spôsobený 
fluktuáciou hodnôt okolo klesajúcej alebo stúpajúcej línie. V niektorých prípadoch dochádza 
k rapídnemu poklesu alebo nárastu hodnoty pre niektoré vzorky. Podobný oscilačný trend bol 
zistený aj pre výťažky regenerovaných huminových kyselín produkovaných z kvapalnej  
fázy [72], plynné fázy [69] a ich termo-oxidačnej stability [73]. Ako už bolo skôr dokázané, 
oscilácie môžu byť spôsobené postupným odbúravaním  slabších karboxylových skupín 
a postupným generovaním nových, silnejších karboxylových skupín počas oxidácie 
humínovej frakcie. V tejto práci je tento trend zrejmý na väčšine stanovovaných parametroch 
vrátane elementárneho zloženia regenerovaných humínových kyselín.  
 
Množstvo vody viazanej v hydratačnej obálke regenerovaných humátov vykazuje jasnú 
závislosť na miere regenácie lignitu vo vzorkách. U komplikovaných zmesí, akými sú 
humínové kyseliny, môže byť hydratácia hydrofóbna alebo hydrofilná. V tomto prípade 
prevláda hydratácia hydrofóbna, vzhľadom k tomu, že sa koncentrácia vzoriek pohybuje 
v nízkych koncentráciách (250 mg·l–1). Naopak, pri koncentráciách vyšších ako 1 g·l–1 by 
prevládala v roztokoch humátov hydrofilná hydratácia [66]. Je zrejmé, že v tejto práci môže 
hydrofóbna hydratácia nepredvídateľným spôsobom ovplyvniť výsledok vzhľadom k tomu, že 
nie je známe, akým spôsobom ovplyvňuje tento typ hydratácie hustotu a ultrazvukovou 
rýchlosť. Na druhú stranu, podobné hodnoty, ako sú hodnoty výsledkov tejto práce, boli 
získané rovnakým prístupom pre rôzne typy biomakromolekúl a biokompatibilných látok ako 
je napríklad hyaluronan [69]. 
Ďalším faktorom ovplyvňujúcim hydratáciu je aj protiión, ktorý je hydratovaný sám o sebe. 
Vzorky amónnej soli regenerovaných humínových kyselín vykazujú nárast v závislosti na 
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koncentrácii regeneračného činidla a naopak pri draselných soliach humínových kyselín 
hydratácia klesá. Možné vysvetlenie tohto faktu bolo diskutovala Maia a kolektív [74] pre 
sodný a amónny katión. Prezentujú, že prítomnosť sodného katiónu rušia agregáciu molekúl 
humátov a teda sú zodpovedné za ich nižšiu molekulovú hmotnosť. Naopak „mäkšie“ amónne 
katióny preukázali nižšiu komplexotvornosť na tvrdých oblastiach humátov a tým aj nižšiu 
neutralizačnú kapacitu humátových záporných nábojov, čím by mali amónne humáty 
formovať väčšie a rozľahlejšie štruktúry. Vďaka tomu je potom povrch sodného, v tomto 
prípade draselného humátu väčší a tým aj hydratačná obálka bude obsahovať väčšie množstvo 
vody.    
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5 ZÁVER 
V tejto práci boli študované amónne a draselné soli regenerovaných humínových kyselín. 
Pôvodné humínové kyseliny boli extrahované z juhomoravského lignitu, ktorý bol 
predupravený (regenerovaný) pomocou kyseliny dusičnej a peroxidu vodíka o rôznych 
koncentráciách Chemická charakterizácia humínových kyselín bola urobená za pomoci 
elementárnej analýzy, fyzikálna charakteristika bola urobená ultrazvukovou spektroskopiou 
s vysokým rozlíšením a hustomerom. Hodnoty získané meraním boli využité na výpočet 
kompresibilitných faktorov a následne množstva vody viazaného v hydratačnej obálke 
humátových vzoriek. Výsledky boli ovplyvnené druhom protiónu a použitého regeneračného 
činidla. Porovnaním hodnôt boli zistené závislosti medzi danými veličinami (normalizovaná 
ultrazvuková rýchlosť, normalizovaná hustota, kompresibilitný faktor a hydratácia). 
Závislosti, medzi veličinami a koncentráciou regeneračného činidla, mali mierne oscilačný 
charakter, ktorý potvrdil výsledky dosiahnuté v predchádzajúcich štúdiách.  
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